

















1．Damage tO the cytopIasmic membrane of缶che／元hia co〟　by
catechin－COPPer（Ⅱ）compJexes
（カテキンー銅（Ⅱ）錯体による大腸菌細胞質膿への傷害）
2．BactericidaI activity of catechin－COPPer（Ⅱ）compIexes against
Sr∂p力〆OC。cc〟Sa〟′e〟SCOmparedね伝Cわe／お力由co〟
（黄色ブドウ球菌および大腸菌に対するカテキンー銅（Ⅱ）錯体の殺
菌作用の比較）
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論文内容の要旨
【目　的】
緑茶に含まれるカテキンは、グラム陽性菌およびグラム陰性菌に対して殺菌作用を示す。その作
用はグラム陽性菌に対しては強いが、グラム陰性菌に対しては弱い。一方、カテキンは銅（Ⅱ）が
共存すると酸化促進作用を示し、DNA鎖の切断やリノール酸の過酸化を起こす。本研究では銅
（Ⅲ）共存下にカテキンが示す殺菌作用を、グラム陰性菌である大腸菌とグラム陽性菌である黄色
ブドウ球菌とで比較することにより、その殺菌機構について検討した。
【方　法】
生菌数の測定：大腸菌（ATCCl1775株）、黄色ブドウ球菌（ATCC25932株）または過酸化水
素存在下培養を行い内因性カタラーゼを増加させた大腸菌（ATCCl1775株）にカテキン（エビガ
ロカテキン、エビカテキン）、銅（Ⅱ）、キレークー（EDTA、バソクプロイン）、スカベンジャー
（カタラーゼ、SOD、DMSO）、あるいは過酸化水素を作用させ、37℃で一定時間インキュベート
後生菌数をハートインフュージョン培地を用いて測定した。大腸菌ATP豊の測定：大腸菌にカテ
キンと鋼（Ⅱ）を作用させ、ATPBioluminescenceAssayKit（BoehringerManhaim）を用いて
測定した。大腸菌カリウム量の測定：大腸菌にカテキンと鋼（Ⅱ）を作用させ、菌をフィルター上
に捕捉し、蒸留水に懸濁させ70℃で5分間加熱し、遠心分離後、上清中のカリウム濃度を原子吸
光分析器で測定した。過酸化水素濃度の測定：カテキンと銅（Ⅱ）をリン酸緩衝液中で37℃1時
間インキュベートした後、Guilbaultらの方法に従い過酸化水素濃度を測定した。大腸菌および黄
色ブドウ球菌に対する鋼（Ⅱ）（銅（I））の結合：菌にカテキンと鋼（Ⅱ）を作用させた後、遠心
分離を行い、上清中の銅（Ⅱ）濃度を原子吸光分析器で測定した。
【結　果】
大腸菌にカテキンー銅（Ⅱ）錯体を作用させると、大腸菌ATP量とカリウム量の著しい減少が
認められた。大腸菌に対するカテキンー銅（Ⅱ）錯体の殺菌作用はEDTA、バソクプロイン、カタ
ラーゼ、SODおよび失活させたカタラーゼとSODによって阻害された。大腸菌にカテキンー銅
（Ⅱ）錯体を添加した後、2、30、60分後にカタラーゼおよび失活させたカタラーゼを加えると、
いずれもそれ以降の殺菌作用は消失した。内因性カタラーゼを増加させた大腸菌ではカテキンー鋼
（Ⅱ）錯体の殺菌作用は著しく低下した。銅（Ⅱ）とエビガロカテキンが共存すると過酸化水素が発
生した。過酸化水素の最大発生量は41，9〃Mであった。しかし鋼（Ⅱ）共存下大腸菌に41．9〝M
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の過酸化水素を作用させても殺菌作用は認められなかった。大腸菌に対する鋼（Ⅱ）（銅（王））の
結合率はエビガロカテキンの潰度に影響されず、約67％であった。
一方、黄色ブドウ球菌に対するカテキンー銅（エ）錯体の殺菌作用は、ほとんど認められなかっ
た。このとき最大79．1〟Mの過酸化水素が発生した。飼（Ⅱ）共存下黄色ブドウ球菌に79．1〃M
の過酸化水素を作用させると殺菌作用が認められた。黄色ブドウ球菌に対する銅（五）（銅（王））
の結合はエビガロカテキンにより著しく阻害された。
臣考　察】
大腸菌でカテキンー鋼（玉）錯体により、ATP量とカリウム二罷の著しい減少が認められたこと
から、この殺菌作用は細胞質膜への傷害に由来することは明かである。また飼（王）の特異的キレ一
夕ーであるバソタブロインでこの殺菌作用やi阻害されたことは、銅（王）の関与を示唆している。
エビガロカテキンによって銅（Ⅱ）が還元されて鋼（王）を生じ、酸素と反応して活性酸素種を生
成すると考えられる。カタラーゼおよび失活させたカタラーゼによってこの殺菌作用が消失するこ
とは、鋼（王）が大腸菌表面に存在することを示唆している。内因性カタラーゼを増加させた大腸
劇で、この殺菌作用が低下していたことから過酸化水素の関与が考えられる。実際41．9〟Mの過
酸化水素が発生していたが、銅（Ⅱ）共存下この漉度の過酸化水素を添加しても殺菌作用は認めら
れなかった。銅（Ⅱ）（鋼（i））の大腸菌に対する結合率は約67％であった。大腸菌は表面に負
I　　電荷を帯びたリボ多糖体を持つ。そこに銅（丑）（銅（王））が結合し過酸化水素を発生するため、
曲表面では過酸化水素が高批度に局在し、それが殺菌作用をもたらすと考えられる。一方、黄色ブ
ドウ球菌はリボ多糖体を持たず、エビガロカテキンにより鋼（Ⅱ）（鋼（り）の結合が著しく阻害
されるため、殺菌作用はほとんど認められなくなると考えられる。
訂結　論】
大腸菌に対するカテキンー鋼（Ⅱ）鐘体の殺菌作用は、カテキンによって鋼（Ⅱ）が鋼（王）に
遁元され、薗表面で酸素と反応して過酸化水素を生じ、この過酸化水素が細胞質膿に傷害を与える
ことに由来する。一方黄色ブドウ球菌では銅（Ⅱ）（銅（王））が菌に結合できないため、殺菌作用
は著しく弱くなると考えられる。
論文審査の結果の要旨
大腸菌と黄色ブドウ球菌に対するカテキンー鋼（Ⅲ）錯体の殺菌作用を比蚊し、その殺菌機構を
検討した。大腸菌にカテキンー鋼（Ⅱ）錯体を作用させると、大腸菌のATP畳とカリウム畳は著
しく減少し、強い殺菌作用が現れた。各種阻害実験により、カテキンー銅（Ⅱ）錯体は大腸菌表面
のリボ多糖体と結合し、ここで過酸化水素を発生することが示された。リボ多糖体を持たない黄色
ブドウ球菌でも、カテキンー銅（Ⅲ）錐体は過酸化水素を発生した。しかしカテキンー鋼（Ⅱ）錯
休の薗表面への結合能が低いため、殺菌作用はほとんど認められなかった。2つの菌に対する殺菌
作用の差は、カテキンー銅（Ⅱ）錯体と菌表面のリボ多糖体との結合の有無によるものと考えられ
た。
本研究は2つの菌の表面構造とカテキンー鋼（Ⅱ）錯体との結合の差が殺菌の選択性を決定する
ことを明らかにした点で意義あるものであり、博士（医学）の学位を授与するに借するものと認め
る。
なお、本学位授与申請者は、平成12年8月23日実施の論文内容とそれに関連した試問を受け、
合格と認められたものである。
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